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@> Triger fOr die Kutttvf erung von menschJIcnen und/oder tleriachen Zellen In einem Fermenter. 

@ Ein Trager fur die Kultivierung von menschlichen und/ 

Oder tierischen Zellen in einem Fermenter mlt einem poiy- 

meren Grundkdrper aus einem zu einer druckfesten Matrix 

geformten Feststofff mit einem fur das ff Gssige Zellkulturme- 

dium durchlassigen Kapillarsystem, in welchem kein Zell- 

wachstum erfolgt und mit Zwischenraumen fur dreidimen- 

sionales Zellwachstum, an deren Begrenzungsflachen 

Wachstumsfaktoren fur menschliche und/oder tierische Zel- 
len kovalent gebunden sind. Es wird hierdurch eine hohe 
Q| Zelldlchte in der GroBenordnung von 19" Zellen/ml durch 
^ dreidimensionales Zellwachstum erreicht 
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Trager fur die Kultivierung von menschlichen und/oder tierlschen Zellen 

in einem Fermenter 

Die Erfindung betrifft einen Trager nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1. 

Urn das Anwachsen von adh'arenten tierischen und/oder menschlichen Zellen 
an der festen Flache eines Substrats zu erreichen, ist es erforderlich, 
daB das Subs tr at eine Oberf lachenbeschaffenheit aufweist, die ein gutes 
10 Anheften der Zellen ermoglicht. Es ist bekannt, daB elektrisch positiv 
oder neoativ npl^Hpnp nhorfVaVhon aU CnKrf^^f ~~~«4- ^^.j i- 

Anheft- bzw. Wachstumsfaktoren bekannt, zum Beispiel bivalente Kationen, 
Fibronectin oder Serum, die auf Kunststoffoberf Vachen aufgebracht werden, 
und die das Anhaften und Wachstum der Zellen erleichtern. Die elektrische 

15 Ladung der Substratoberf Vache bewirkt eine Adsorption der Anheft- bzw. 
Wachstumsfaktoren, an denen die Zellen anwachsen. Bestimmte Zelltypen kon- 
nen Fibronectin selbst synthetisieren und sind daher von sich aus in der 
Lage, auf geladenen Kunststofff lachen anzuwachsen, z.B. diploide Fibro- 
blasten. Andere Zellen jedoch benotigen den Zusatz von Serum oder Fibro- 

20 nectin zum Kulturmedium. Der Zusatz von Serum bzw. Fibronectin als An- 
heftfaktor bzw. Wachstumfaktor verteuert die Kultivierung von Zellen 
betrachtlich und ist in vielen Fallen, beispielsweise bei der Herstel- 
lung von Therapeutika, unerwiinscht. 

25 Adharente tierische und menschliche Zellen, insbesondere Bindegewebs- 
zellen, bilden einen Zellrasen, der nur eine Zellschicht, einen soge- 
nannt Monolayer, zulaBt. Das bedeutet, daB die Zellen nur zweidi- 
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mensional wachsen. Urn hohe Zelldichten zu erreichen, die bei einer 
technischen Anwendung benbtigt werden, ist die Verwendung groBer Ober- 
flachen erforderl ich. Dies erreicht man zum Bei spiel durch Verwendung 
kugelfdrmiger Tragerkorper (Microcarrier), die aus vernetztem Dextran 
5 bestehen, an dessen OberfVache denaturiertes Collagen kovalent gebun- 
den ist. Die schleimartigen Dextrankorper werden durch Umriihren im 
Kulturraediura verteilt. Durch die weiche Konsistenz der Tragerkorper 
soil bei Kollisionen zwischen den Tragerkorpern wahrend des Umrlihrens 
eine Beschadigung oder Abrieb der angewachsenen Zellen vermindert wer- 
10 den. Wenn die bewachsenen Tragerkorper miteinander in Beriihrung kommen 
und aneinander haften, kann eine dreidiraensionale Zellkultur erreicht 
werden (Broschiire "Microcarrier cell culture principles & methods" der 
Firma Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala). Hierdurch laBt sich je- 
doch kein gezieltes dreidimensionales Zellwachstum erreichen, welches 

Q 

15 Voraussetzung ist, urn Zelldichten (etwa 10 Zellen/ml) zu erreichen, 
wie sie im menschllchen bzw. tierischen Korper vorkommen. 

Bekannt ist auBerdem das Hohlf asermodul , durch das das Zellkulturmedium 
hindurchgeschickt wird. Das Zellwachstum erf olgt in den Faserzwischen- 
20 raumen. Hierbei bildet sich in Langsrichtung des Hohlf asermodul s ein 
Gradient der Zell versorgung mit dem Zellkulturmedium aus. 

Bekannt sind auBerdem porose Keramikpatronen, durch die das Zellkultur- 
medium hindurchgeschickt wird. Ferner ist die Mikroverkapselung der 
25 Zellen bekannt, wobei Zellen in Na-Alginat eingekapselt werden und die 
Alginattrbpfchen mit einem polymeren Netzwerk umschlossen werden. Das 
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Alginat wird dann aus dem Netzwerk herausgelost. Auch bei diesen be- 
kannten Verfahren kbnnen Zelldichten in der GrbBenordnung von nur et- 
wa 10 7 Zellen/ml erreicht werden. 

5 Aufgabe der Erfindung ist es daher, einen Trager der eingangs genann- 

ten Art zu schaffen, mit dem ein Zellwachstum mit Zelldichten bis an- 

nahernd den im menschlichen oder tierischen Kbrper vorhandenen Zell- 
q 

dichten von 10 Zellen/ml. erreicht wird. 



10 Bei einem Tragerkbrper nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die- 
se Aufgabe erf indungsgem<i6 durch die kennzeichnenden Merkmale des An- 
spruchs 1 gelbst. 

Bei der Erfindung bildet der Grundkbrper ein gegen Druck, insbesondere 
15 Stromungsdruck, formstabiles Festbett, in welchem das Zellwachstum 
stattfindet. Dieses Festbett weist zwei unterschiedliche innere form- 
stabile Zwischenraumbereiche auf, von denen die einen Zwischenraume 
durch die UmriSform von Perlen eines Perlpolymerisats gebildet werden 

kfinnPH linH Hom Hroi'Hl'manei'Analan 7 a 1 li.i->rkr4-..ni rk4~ - — -J 

_ — w . >- .inwiiw ivnuivii i i nuv 1 1 j if unt u i ciicii • yic aiiucr CII 

20 kapillaren Zwischenraume. des Feststoffbetts kbnnen durch Makroporen 
der Perlen des Polymerisats gebildet werden, wobei diese Makroporen 
so geringe Porendurchmesser besitzen, daB Zellen nicht hineinwachsen 
konnen, jedoch eine Mbglichkeit fiir das Hindurchf 1 ieBen des fliissigen 
Zellkulturmediums bieten, so daB die Versorgung der Zellen mit Medium 

25 und der Abtransport von Stoffwechselprodukten der Zellen gewahrleistet 
bleibt. Auf diese Weise erhalt man ein kontinuierl iches Zellwachstum. 
Der durch die Erfindung geschaffene Trager kann mithin ein Baustein 
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eines wirtschaftlich arbeitenden Gewebefermenters sein, in welchem 
tierische und menschliche Zell-Linien in Massenkultur gehalten werden. 

Durch Ausbildung des Tragerkorpers als feste, nicht bewegte Matrix kann 
5 eine Anordnung fur ein dreidimensionales Wachstum tierischer Oder mensch- 
licher Zellen geschaffen werden. Die Tragerkdrper sind mit Wachstums- 
faktoren beschichtet. Die Wachstumsfaktoren sind an die Grenzflache 
zwischen der festen Matrix zu den Zwischenr'aumen gebunden, in die hin- 
ein das dreidimensionale Zellwachstum erfolgt. 

10 

Die Matrix besitzt ein Kapillarsystem (z.B. die Makroporeen des Perlpoly- 
merisats), in das die Zellen nicht hineinwachsen konnen und welches 
aber zur Versorgung der Zellen nrit Zellkulturmedium und zum Abtransport 
von Stoffwechselprodukten der Zellen dient. Die Matrix kann von perl- 
15 fbrmigen GrundkbYpern gebildet werden, die, wie schon erwahnt, makro- 
porbs ausgebildet sein konnen, wobei die Poren das Kapillarsystem bil- 
den. Die Oberflachen der Perlen sind mit den Wachstumsfaktoren beschich- 
tet und bilden in der Matrix die Begrenzungsflachen der Zwischenraume, 
in denen das dreidimensionale Zellwachstum stattfindet. 

20 

In vorteilhafter Weise kann bei der Verwendung des erf indungsgemaBen 
Tragers auf den Zusatz von Serum bzw. Fibronectin oder anderer Anheft- 
und Wachstumsfaktoren zum Kulturmedium verzichtet werden. Bei der Erfin- 
dung sind die Anheft- bzw. Wachstumsfaktoren, welche Glycoproteine, insbe- 
25 sondere aus Serum und hier bevorzugt aus fbtalem Kalberserum, sowie Fibro- 
nectin sein konnen, bevorzugt iiber Oxiran-Gruppen kovbalent an die Ober- 
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flache des polymeren Grundkorpers gebunden. Als perlformiges Material 
fur den polymeren Grundkbrper eignet sich beispielsweise das im Handel 
erhaltliche und in "forum mikrobiologie" 8 (1985) S. 296 beschriebene 
Perlpolymerisat. 

Zur Bindung der Anheft- bzw. Wachstumsfaktoren an den Tragerkorper, 
insbesondere an die Flachen, welche die Zwischenraume umfassen, in de- 
nen das dreidimensionale Wachstum erfolgt, kbnnen durch andere kovalente 
Bindungsformen erfolgen, wie sie beispielsweise aus "Angewandte Chernie 
94" (1982), Seite 838 oder "Chemiker-Zeitung", 97, Jahrgang (1973), 

Nv 11 Caifa CIO k/->Lr 

•» » • » • » **V. • V^. V I C k/Y^IN GM 1 1 1 U 9 I IIU« 

Durch Beladung der erfindungsgemaBen TrSgerkbrper, welche die Anheft- 
bzw. Wachstumsfaktoren an ihrer Oberflache besitzen, m1t Feederzellen, 
z.B, mit Makrophagen, kbnnen biologisch aktlve Tragermateri alien herge- 
stellt werden, mit deren Hilfe sich auch empfindliche Zellen in synthe- 
tischem Medium ohne Serumzusatze kultivieren lassen. Durch Verwendung 
entsprechender Wachstumsfaktoren kann die Zellvermehrung, aber auch der 
Sekundarstoffwechsel, optimiert werden. 

Anhand der beiliegenden Figuren wird an einem Ausfiihrungsbei spiel die 
Erfindung noch naher erl'autert. Es zeigt: 

Fig. 1 schematisch eine Teilansicht eines Tragers als AusfLihrungs- 
beispiel, der gebildet ist aus Perlpolymerisat und 



Fig. 2 schematisch einen Gewebefermenter, in welchem der Trager aus 
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Perl polymer i sat als Festbett in bestimmter Anordnung zum 
Einsatz kommt. 

In der Fig. 1 ist in schematischer Darstellung ein kleiner Ausschnitt 
5 eines matrixformigen Tragers 1 gezeigt, der von einem Polymerisat ge- 
bildet wird. Perlen 2 des Perlpolymerisats besitzen Durchmesser von 
etwa 50 bis SOO^rn, insbesondere 200yd m. Die Perlen 2 besitzen Makro- 
poren 3, deren Porendurchmesser geringer als 10jU,m ist, insbesondere 
0,1 bis 3,0yum. Die Oberflachen der Perlen 2 sind mit Wachstumsf aktoren 

10 (Peptide, Proteine, Hormone etc-) fur tierische Oder menschliche Zellen 
beschichtet. Diese Oberflachen bilden Begrenzungsflachen fur Zwischen- 
raume 4, in denen das dreidimensionale Zellwachstum erfolgt. Die Makro- 
poren 3 der Zellen bilden ein Kapillarsystem, in welches die Zellen 
nicht hineinwachsen konnen, da der Zellendurchmesser ca. 20/*m betragt. 

15 Dieses Kapillarsystem ist durchlassig fur das fllissige Wachstumsmedium, 
so daB eine Versorgung der Zellen mit dem Medium und der Abtransport 
von Stoffwechselprodukten der Zellen nicht nur wahrend der Wachstums- 
phase, sondern auch in der Produktionsphase (stationare Phase) statt- 
finden kann, Dieser Stoff austausch wird durch einen bestimmten Storungs- 

20 druck erreicht, der in dem Fermenter erzeugt wird. 

In der Fig. 2 ist schematisch eine Teilansicht eines Fermenters darge- 
stellt, in welchem in Schichtform Trager 1, welche beispielsweise nach 
dem Ausfiihrungsbei spiel der Fig. 1 angeordnet sind, als Bestandteil 
25 des Fermenters zum Einsatz kommen. Die Schichtdicke kann je nach zu 
kultivierender Zellart zwischen 0,5 und 30 mm liegen. Der Fermenter 
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besitzt einen zylindrischen Fermentermantel 5, in desssen Achse A ein 
ortsf ester Riihrer 6 im unteren Teil des Fermenters angeordnet ist. Im 
Innern des Fermenters sind iibereinander in ringfbrmigen Schichten die 
Trager 1 um die Achse A angeordnet. Zwischen der Anordnung der Trager 1 
5 und dem Fermentermantel 5 befindet sich eine semipermeable Folie 7. 
Durch den Riihrer 6, der auch durch ein Pumpwerk ersetzt sein kann, 
wird Zellkulturmedium entlang der Achse A in einer Strbmung in Richtung 
eines Pfeiles B zentral und axial im Fermenter nach oben transportiert. 
Die Zufuhr von Zellkulturmedium in den Fermenter kann in Richtung ei- 
10 nes Pfeiles C zwischen dem Fermentermantel 5 und der semipermeablen 
Folie 7 erfolgen. Die Stromungsrichtung entlang der Achse A kann auch 
von oben nach unten gerichtet sein. 

Die in Richtung des Pfeiles B zentrale Hauptstrbmung des Zellkultur- 
15 mediums verzweigt sich radial nach auBen in die zwischen den Schich- 
ten des Tragers 1 gebildeten Zwischenraume 8. Das in die Zwischenraume 
8 liber den Tragern 1 befindliche Zellkulturmedium besitzt einen Strb- 
mungsdruck, der von dem durch den Riihrer 6 gebildeten Pumpwerk herrlihrt. 
Aufgrund dieses Strbmungsdruckes gelangt das Zellkulturmedium in die 
20 Matrix der iibereinander in Schichten angeordneten Trager 1 und strbmt 
durch dieses von oben nach unten hindurch. 

Die Trager 1 sind in dem in der Fig. 2 dargestel Iten Rahmen 9 auf Sie- 
ben 10 angeordnet. Auf diese Weise wird gew'ahrleistet, daB das Zellkul- 
25 turmedium nach dem Hindurchtritt durch die schichtfbrmigen Trager 1 
nach unten in Zwischenraume 11 gelangen kann. Wahrend des Durchtritts 
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durch die Trager 1 gibt das Zell kulturmedium Nahrstoffe fur das Zell- 
wachstum ab. Auch beim Zuwachsen der Zwischenraume 4 durch dreidimen- 
sionales Zellwachstum wird ein Durchtritt des Zellkulturmediums und 
der Abtransport von Stoffwechselprodukten der Zellen aus den Tragern 1 
5 gewahrleistet, well, wie schon im Zusamrnenhang mit der Fig. 1 erlautert, 
ein Kapillarsystem vorhanden ist, das beim Ausfuhrungsbei spiel durch 
die Perlporen gebildet wird, in welches die Zellen nicht hineinwachsen 
konnen und welches ausreicht, urn die Zellen mit weiterera frischen Zell- 
kulturmedium, das aus den Zwischenr'aumen 8 kommt, zu versorgen und Stoff- 

10 wechselprodukte der Zellen nach dera Durchtritt durch die Trager 1 in 
die Zwischenraume 11 zu transportieren. Aus den Zwischenr'aumen 11 ge- 
langt das Zell kulturmedium radial nach auBen. Niedermolekulare Stoffe 
werden durch die semipermeable Folie 7 hindurch ausgetauscht. Das "er- 
neuerte" Medium wird nach oben in Richtung eines Pfeiles E aus dem Fer- 

15 menter entfernt. Proteine als Produkte des Sekund'arstoffwechsels der 
Zellen werden zuruckgehalten und angerei chert. 

Das Zell kulturmedium kann in herkommlicher Weise Aminosauren, Kohlen- 
stoffquellen, Insbesondere Glucose und Zusatze wie Sauerstoff und Koh- 
20 lensaure und gegebenenfalls Serum, enthalten- Die Wahl des Zellkultur- 
mediums hangt von der Art der zu kultivierenden Zellen ab. 

Durch die Entfernung des verbrauchten Nahrmediums in Richtung des Pfei- 
les E wird gewahrleistet, daB die Lactatkonzentration im Fermenter nie- 
25 drig gehalten wird, so daB das Zellwachstum nicht beeintrachtigt wird. 
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Die Zufuhr von frischem Zellkulturmedium kann natiirlich auch innerhalb 
der zylindrischen semipermeablen Folie 7 erf ol gen. 
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Patentanspriiche: 



1. Trager fur die Kultivierung von menschl ichen und/oder tierischen 
Zellen in einem Fermenter mit einem polymeren Grundkorper, an desssen 
Oberflache Wachstumsfaktoren flir menschl iche und/oder tierische Zellen 
kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB der Grundkorper 

5 im Fermenter aus einem zu einer druckfesten Matrix geformten Feststoff 
mit einem Tur das fliissige Zellkulturmedium durchlassigen Kapillarsy- 
stem gebildet ist, in welchem kein Zellwachstum erfolgt, und mit Zwi- 
schenraumen Tur dreidimensionales Zellwachstum, an deren Begrenzungsflacfwi 
die Wachtumsfaktoren gebunden sind. 

10 

2. Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da6 der Grundkorper 
ortsfest im Fermenter angeordnet ist und vom Zellkulturmedium durch- 
strorat ist. 

15 3. Trager nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB der Grund- 
korper in Form einer oder mehrerer Schichten (Lamellen) im_Fermenter 
angeordnet ist und in Richtung der Schichtdicke (senkrecht zur Lamelle) 
vom Zellkulturmedium durchstromt ist. 

20 4. Trager nach einem der Anspruche 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Grundkb'rper von einem poroseen Perl polymeri sat gebildet ist. 



5. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
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daB das Perlpolymerisat einen Perldurchmesser von 30 bis 1000yum auf- 
weist. 

6. Trager nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Perlpoly- 
5 merisat einen Perldurchmesser von 50 bis 300^m aufweist. 

7. Trager nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Perlporen weniger als W/um Durchmesser besitzen. 

10 8. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB das den Grundkorper bildende Polymerisat derart ausgebildet ist, 
daB die Bindung der Wachstumsfaktoren (Peptide, Proteine, Hormone) 
uber Oxlrangruppen an die Polymerisatoberflache erfolgt. 

15 9. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Wachstumsfaktoren Glycoproteine (Blutserum Oder Bestandteile 
davon, Fibronectin, fbtales Kalberserum und dgl.) sind. 

10. Trager nach einem der Anspruche i bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
20 daB die Wachstumsfaktoren eine Kombinatlon aus Stoffwechselprodukten 

von Zellen und auf biochemischem Weg modifizierten Naturprodukten sind. 

11. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Grundkorper auf einem Sieb im Fermenter angeordnet ist und von 

25 oben nach unten vom Zel lkulfcurmedium durchstromt ist. 
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12. Trager nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB im hohl- 
zylindrisch ausgebildeten Fermenter eine Tangs der Zylinderachse ge- 
flihrte zentrale Strbmung des Zellkulturmediums vorhanden 1st, die in 
radialer Richtung sich iiber die jeweils in horizontalen Schichten iiber- 

5 einander im Fermenter angeordneten Grundkorper radial nach auBen ver- 
zweigt und durch den Strbmungsdruck durch den Grundkorper flieBt. 

13. Trager nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen den 
horizontal ubereinander angeordneten Schichten des Grundkbrpers zwei 

10 Zwischenr'aume gebildet sind, von denen der eine Zwischenraum fiir das 
in radialer Richtung sich verzweigende Zellkulturmedium und der andere 
Zwischenraum zum radial nach auBen gerichteten Flihren des durch den 
jeweiligen Grundkorper geflossenen Zellkulturmediums dienen. 
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® Trager fQr die KuttMerung von menachtictien und/oder tleriachen Zellen in 

© Ein Trager fur die Kultivierung von menschlichen und/ 
oder tierischen Zellen In einem Fermenter mlt elnem poly- 
meren Grundkorper aus einem zu einer druckfesten Matrix 
geformten Feststoff mit einem fur das flussige Zellkulturme- 
dium durchlasslgen Kapillarsystem, in welchem kein Zell- 
wachstum erfolgt und mit Zwischenraumen fur dreidimen- 
sionales Zellwachstum, an deren Begrenzungsflachen 
Wachstumsfaktoren fur menschliche und/oder tierische Zel- 
len kovalent gebunden sind. Es wird hierdurch eine hone 
Zelldichte in der GroSenordnung von 10 9 Zellen/mi durch 
dreidimensionales Zellwachstum erreicht 



einem Fermenter. 
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